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摘要: 环介导等温扩增 ( loop － mediated isothermal amplification，LAMP ) 是一种新式核酸扩增技术，它依靠一种具有链置换
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Advances of Loop －Mediated Isothermal Amplification
HUANG Huo － qing1，YU Ang2*
( State Key Laboratory of Marine Environmental Science，Environmental Science Research Center，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
Abstract: Loop － mediated isothermal amplification ( LAMP ) which relys on a DNA polymerase with strand displacement activity and two
pairs of specially designed primers is an novel nucleic acid amplification method，no repeated temperature cycling，no expensive equipment，
the LAMP reaction was carried out under isothermal conditions with a high efficiency and a high speed，it has been widely applied to the
detection of such pathogens as bacteria，virus，parasite etc，as well as sexing of animal embryos. The basic principle，advantages relatived to
other gene amplification techniques，the methods to judge target sequence as well as application of LAMP were reviewed，finally，some exist-
ing problems and corresponding measures and prospects for LAMP were discussed in order to provide reference for reader studying．
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0 引言
基因扩增是分子生物学领域的常用研究手段，目前应用
最广的是常规 PCR 和 real － time PCR 技术［1］，因其灵敏度高，
特异性强，已成为分子生物学领域的关键技术。但 PCR 方法
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的操作较复杂，对操作人员和仪器设备的要求都较高，不适合
基层及现场的快速检测。随着分子生物学技术的不断发展和
改进，新技术不断涌现，Tsugunori Notomi 等［2］于 2000 年提出
了 LAMP，一种新颖的核酸扩增技术，利用该技术只需在恒温









1. 1 LAMP 引物的设计
LAMP 技术的核心之一在于引物的设计，因此，设计出特
异性强的引物是进行 LAMP 实验的首要任务。LAMP 引物由
一对内引物( FIP 与 BIP) 和一对外引物( F3 与 B3) 组成，其中
FIP 由 F1c 和 F2 组成，BIP 由 B1c 和 B2 组成，严格针对靶基因
3' 端的 F1c、F2c 和 F3c 区以及 5' 端的 B1、B2 和 B3 区而设
计［3］，结构组成如图 1 所示。
图 1 LAMP 引物结构图
Fig. 1 The structure of LAMP primers
1. 2 扩增原理
DNA 在 65 ℃左右处于动态平衡状态，此时，任何一个引
物向双链 DNA 的互补部位进行碱基配对延伸时，另一条链就
会解离，变成单链［4，5］。据此，LAMP 反应被划分为 2 个阶段，
即起始物合成阶段和循环扩增阶段。
在第 1 阶段，内引物 FIP 首先与模板 F2c 区结合，启动互
补链的合成，产生双链 DNA。接着，引物 F3 与 F3c 互补配对，
在 Bst DNA 聚合酶的作用下，启动链置换反应，并释放出由
FIP 引导合成的单链，此单链的 5' 末端存在互补序列( F1c 和
F1) ，于是通过碱基互补配对形成一环状结构。以此链为模
板，与 FIP 和 F3 类似，在 BIP 和 B3 的作用下，在 DNA 片段的
另外一端产生了新的环状结构，于是整条链呈哑铃状结构［6］，
如图 2 所示，到此，第 1 阶段反应完成。
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图 2 LAMP 循环起始物结构图
Fig. 2 The starting structure for LAMP cycling
循环扩增阶段，以哑铃状结构为模板，FIP 与茎环区域 F2c 杂
交，同时，F1c 与 F1 结合，启动新一轮链置换反应，解离出由
F1 引导合成的双链核酸，并释放由 F2 引导合成的单链，此单
链两端均成环状结构，BIP 与茎环区域 B2c 互补，启动新一轮
扩增。如此不断循环，茎的长度和环的个数都不断增加，最后
的产物为茎 － 环状 DNA 与花椰菜状 DNA 所组成的混合物。
1. 3 LAMP 技术的优点
与普通 PCR 相比，LAMP 具有许多优点: ① 特异性强，引
物的设计须严格针对靶基因的 6 个区域，任何一个不匹配就
会导致反应无法进行;② 灵敏度高，可检测出 1 ～ 10 拷贝的模
板，比 PCR 高出 10 倍的检测限［7］; ③ 反应时间短，只需在恒
温条件下保温 30 ～ 60min 就可完成扩增;④ 设备简单，不需要
昂贵的 PCR 仪和特殊的试剂，只需一台恒温设备就可进行; ⑤
产物易检测，只需用肉眼观察有无白色浑浊或有无绿色荧光，
就可判断扩增是否发生。LAMP 与普通 PCR 的比较结果见表
1。
表 1 PCR 与 LAMP 的优缺点比较







1. 4 LAMP 产物的检测
反应结束后，对结果进行判定常用琼脂糖凝胶电泳检测、
浊度检测、荧光比色检测和荧光实时定量检测。
1. 4. 1 浊度检测
随着核酸的大量生成，溶液中会发生如下反应:





7 + 2 Mg
2 + = Mg2P2O7↓( 白色)




情况，或用浊度仪检测其在 400 nm 处的沉淀浊度，就可判断
扩增的有无。
1. 4. 2 荧光比色检测
对 LAMP 产物进行荧光比色检测时，常用的染料有 SYBR
Green Ⅰ、钙黄绿素、HNB、溴化乙淀和 Picogreen 等［8］。其中，
SYBR Green Ⅰ和 HNB 的检测灵敏度最高，是钙黄绿素的 10
倍［9］，然而 SYBR Green Ⅰ不能在反应前加入 LAMP 体系中，
否则会抑制反应［10］，而反应后加就必须开盖，又违反了 LAMP
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Yoshiteru Aoi 等［11］利用 LAMP 对环境中的氨氧化细菌进
行了测定，结果可检测出 10 个拷贝数的 DNA，具有与 real －




检测限达到 89 cfu /g。叶宇鑫等［13］将原位荧光 LAMP 技术应
用于食品中沙门氏菌的检测，与传统沙门氏菌检测方法和
PCR 方法相比，原位荧光 LAMP 无需破碎细胞提 DNA，反应方
便易行，耗时少; 恒温条件( 63 ℃ ) 下反应，避免了原位 PCR 方





法，灵敏度可达 2. 2 ～ 3. 4 CFU /100 g，检测流程可缩短至 2 d，
比 PCR 法更加快速。董培陪等［15］结合 LAMP 与横向流动试
纸条技术( Lateral flow dipstick，LFD) 建立起一种鳗利斯顿氏









2. 2. 1 DNA 病毒
Ting Cai 等［17］利用 LAMP 方法检测血清样本中的 HBV，
并与 real － time PCR 法进行了比较，结果表明两者的检出率一
致，且对于低浓度的样品，LAMP 的准确率更高，更适用于临床
检测。李明云等［18］根据对虾白斑综合症病毒( WSSV) 的结构
蛋白 VP26 基因序列，设计一套引物，建立了针对 WSSV 的
LAMP 检测方法，可检测到最低模板浓度为 0. 563 pg /μl，灵敏
度比常规 PCR 法高 1 个数量级，并且当模板浓度由 10 －5 倍稀
释到 10 －6倍时，PCR 产物浓度显著降低，受模板浓度的影响较
大，而 LAMP 的扩增产物浓度则基本不受影响。张侃等［19］将
LAMP 用于伪狂犬病病毒的检测，在 45 min 内完成检测，其特
异性与 PCR 方法一致，敏感性则是 PCR 的 100 倍，最低能够
检测 10 个拷贝的目的基因。
2. 2. 2 RNA 病毒
Leo L． M． Poon 等［20］于 2004 年首先建立了针对 SARS 的
RT － LAMP 技术，通过对 31 例 SARS 患者的检测，检出率为
64%，其灵敏度略低于实时 PCR，但是比常规 PCR 法更高。
Tetsuo Yoneyama 等［21］用 RT － LAMP 法检测了粪便中的 HAV，
实验中加入了环引物，将检测时间缩短至 50 min，与 RT － PCR
法( 需要 2 ～ 3 h) 相比大大节省了时间; 对 HAV 实验室病毒毒
株的检测，灵敏度为 0. 4 ～ 0. 8 FFU /5 μl，与侵染性实验法相
当，且能检测到 HAV Ⅲ型，比 real － time RT － PCR 法的检测
范围更广，可作为基层疫情监控的常规检测方法。聂凯等［22］





Ⅰ型［27］、猪圆环 2 型病毒［28］等方面均有报道，无论是 DNA 还
是 RNA 病毒 LAMP 都能做到快速检测，在检测 RNA 病毒时更
是省去了 RT － PCR 法中费时的反转录步骤，在临床检测上显
示出越来越重要的地位。
2. 3 寄生虫的检测
Hiromi Ikadai 等［29］将 LAMP 法用于巴贝斯虫的检测，证
实 LAMP 具有与 PCR 和光学显微镜同样的敏感性，而且更加
简便，快速。李群等［30］为提高牛巴贝斯焦虫病的检出率，采用
LAMP 法进行了检测，结果表明，LAMP 检测体系特异性强，与
双芽巴贝斯焦虫 DNA 不发生交叉反应; 敏感性高，最小检测
值为 0. 014 fg，为一般 PCR 法的 103 倍。Jun － Hu Chen 等［31］
用 LAMP 法对间日疟感染患者进行诊断，在 117 例镜检呈阳
性的血清样本中，LAMP 检出 115 例，灵敏度和特异性与镜检




LAMP 在 动 物 胚 胎 性 别 的 鉴 定 方 面 也 有 应 用，Hiroki
Hirayama 等［32］首次利用 LAMP 法检测牛胚胎的性别，鉴定的
准确率为 88. 9% ～ 94. 4%，整个鉴定过程不超过 1 h。Khairy
M． A． Zoheir 等［33］也成功将 LAMP 用于牛胚胎性别的鉴定，以






仪或浊度仪; LAMP 法的扩增靶序列长度控制在 300 bp 以下，
对引物要求高，由在线软件设计的引物有上千条，要筛选出合
适的引物需要耗费大量的工作; LAMP 灵敏度高，一旦开盖容
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采用 Hidenori Tani 等［34，35］ 提出的 ABC － LAMP 技 术 对
LAMP 产物进行定量，该方法主要是在反应体系中加入探针
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钠离子通道研究进展
李宝珠，高炳淼，吴勇，于津鹏，吴潇洒，长孙东亭，罗素兰*
( 海南大学热带生物资源教育部重点实验室，海南大学海口市海洋药物重点实验室，海南 海口 570228)
摘要: 细胞电活动是生命现象的基本特征之一，而离子通道是其结构和功能的基础。因此，研究离子通道作用机制具有重大
的理论和现实意义。许多神经系统和心血管疾病，如多发性硬化症、癫痫、脑溢血、神经痛、Brugada 综合征( BrS) 、进行性心脏传
导缺陷( PCCD) 和原发性心室纤颤( IVF) 等，都与钠离子通道氨基酸序列和结构发生的改变有关。该文对钠离子通道的研究进
展进行综述。
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Research Progress of the Sodium Channels
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Abstract: The electrical activity of the cells was one of the essential features of the life phenomena，and ion channels were its structural and
functional base. Therefore，the research of the ion channels mechanism played a significant role in theory and reality. Many nervous system
and cardiovascular diseases，such as multiple sclerosis，epilepsy，cerebral apoplexy，neuropathic pain，brugada syndrome( BrS) ，progressive
cardiac conduction defects( PCCD) ，idiopathic ventricular fibrillation( IVF) etc，were concerned with the alterations in the amino acid se-
quences and structures. The research progress of the sodium channels was discussed.
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1. 1 . 钠离子通道的分类和类型
1. 1. 1 钠离子通道的分类
离子通道主要分为电压门控离子通道( voltage gated chan-
nels) 、配体门控离子通道( ligand gated channels) 和机械门控离
子通道( mechanogeted channels) 三大类，其主要是根据门控机
制的不同来进行的划分［3］。钠离子通道主要分为电压门控钠
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